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   ريزوبيومي بومي خاكهاي ايران با استفاده سويهيتعدادگروه بندي ژنتيكي 

   و پروفيل پلاسميدي16S-23S IGS PCR-RFLP از تكنيكهاي
  3 هاني آنتوان و2،1 ، باقر يخچالي1*حسينعلي عليخاني

  دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران،كرج ،  1
  ي فناور ملي مهندسي ژنتيك و زيستپژوهشگاه تهران، 2

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه لاوال، كبك، كانادا 3
 18/08/85 :تاريخ پذيرش  24/01/85 :تاريخ دريافت

  چكيده

همزيستي  درايجاد سيستم ي از باكتريهاي خاكزي كه اصطلاحاً ريزوبيا ناميده مي شوند بلحاظ تواناييا دربين پروكاريوتها مجموعه
 rRNA 23S  وrRNA  16Sيژنهاتوالي بين . هستندنواده لگوم حائز اهميت فراواني تثبيت كننده نيتروژن مولكولي با گياهان خا

بسيار متفاوت بوده و ابزار مفيدي براي گروه بندي سويه هاي  يتوالشود از نظر اندازه و  ناميده مي16S-23S IGSكه اصطلاحاً 
 ،اند شناخته شده) PGPR(ان عوامل محرك رشد گياه  سويه برتر ريزوبيومي كه بعنو52دراين مطالعه تعداد . ريزوبيومي مي باشد

 IGS نتايج حاصل نشان مي دهد كه .بندي شد گروه) تروش اكهار(   پلاسميدي  و پروفيل16S-23S IGS PCR-RFLPبطريق 
 هاي  سويهIGS بعلاوه تعداد نسخه هاي .ستا) bp 1486-600(سويه هاي ريزوبيومي مورد مطالعه از نظر اندازه بسيار متنوع 
 سويه 52 مجموع 16S-23S IGS PCR-RFLPبراساس روش .  مختلف نيز يكسان نبوده واز يك تا سه نسخه متفاوت مي باشد

اين روش با استفاده از . هستنداي   تشابه بين سويه درصد70 گروه داراي 11 گروه مختلف قرار گرفت كه افراد 46ريزوبيومي در 
 و Sm 11 و Sm 12 و Rlp، 13 Sm 16 و Rlv ، 17 Rlp 23 و Rlv ، 24 Rlv 27 و Bj 53،  28 Rlv  وBj 54  ي  سويه12بجز 

10 Sm،گي و نيازهاي اندك آزمايشگاهي  روش مذكور بدليل سادبنابراين . دشكاملاً از يكديگر تفكيك )  درصد77(سويه ها   مابقي
گروه بندي مبتني بر .  و اطمينان بالايي نيز برخوردار استبراحتي قابل انجام بوده و از كارآمدي) نسبت به ساير روشهاي مولكولي(

-IGS PCRپروفيل پلاسميدي سويه هاي مختلف ريزوبيومي مورد استفاده دراين تحقيق تا حدودي با نتايج حاصل از روش 

RFLP54طور مثال سويه هاي  هماهنگي دارد، ب Bj  53و Bj 24 ، سويه هاي Rlv 23 و Rlv17  ،  همچنين سويه هاي Rlp 16 و 
Rlp 13 و سويه هاي Sm 12 و Sm 11 و Smو درون گروههاي كلاستري  دو روش بصورت كاملاً مشابه دركنار يكديگر  درهر

  .جداگانه قرار گرفتند

  ، پروفيل پلاسميدي ، گروه بندي ژنتيكي 16S-23S IGS PCR-RFLPهاي ريزوبيومي ،  سويه: واژه هاي كليدي 

 halikhan@ut.ac.ir:  ، پست الكتروني0261- 2557709 :ن تماس نويسنده مسئول، تلف*

  مقدمه 
 ي قبل از جداسازي خاكزيهاكه توصيف پروكاريوتاز آنجا 

 ،آنها از خاك و تهيه كشت خالص فوق العاده سخت است
 ي پروكاريوتها برا)biodiversity( يمطالعه تنوع زيست

عات قوي  فقدان اطلا تقريباً متوقف بوده ويدا متميسالها
حاصل از مطالعه جوامع پيچيده پروكاريوتها  شناسي ريخت

مانع از شناخت دقيق ساختار جوامع ميكروبي دراغلب 

 www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1386 تابستان، 2، شماره 20جلد                                                                                                  مجله زيست شناسي ايران     

  234

درنتيجه   اين وضعيتماا). 3(ده استشاكوسيستمها 
 Targeted PCRقين به تكنيكهايدستيابي محق

Fingerprinting (TPF)  وRandom Amplified 

Polymorphic DNA PCR(RAPD-PCR) و Repetitive 

sequences PCR (rep-PCR)كه همگي مبتني بر … و 
PCR 14، 10، 8(ست مرتفع گرديده اتا حدودي  هستند.( 

بين پروكاريوتها مجموعه اي از باكتريهاي خاكزي كه  رد
اصطلاحاً ريزوبيا ناميده مي شوند بلحاظ توانايي درايجاد 

 با گياهان سيستم همزيستي تثبيت كننده نيتروژن ملكولي
 ).20، 1(ندهست حائز اهميت فوق العاده خانواده لگومينوز

طي يك دهه اخير اطلاعات بسيار ارزشمندي درنتيجه 
 PCRكاربرد مجموعه اي از روشهاي مولكولي مبتني بر 

درخصوص طبقه بندي و ارتباط ژنتيكي باكتريهاي ريزوبيا 
 هايبراساس مطالعه توالي ژن). 10،17 (حاصل شده است

16S rRNA كه درسالهاي اخيرمورد توجه بسياري از 
 يا باكتريهاي ريزوبيا مجموعه ،محققين قرار گرفته است

 ي اصلي كه در چهار گروه فيلوژنتيكدنتيك مي باشلپلي في
اين .  و شاخه پروتئوباكتريا قرار گرفته اندα-2از زير شاخه 

 مزوريزوبيوم، )جنس(سرده باكتريها بطور معمول در سه 
 از يگيرند كه يك يسينوريزوبيوم و ريزوبيوم قرار م

سرده هاي بعلاوه .  دهنديل ميرا تشك ريزوبيا يكلاسترها
 ريزوبيوم ي ديگر آن شامل آزوريزوبيوم و براد)يجنسها(
مي  قرار ي باشد كه در بخش ديگر گروه فيلوژنتيكيم

  .)20(گيرد

درمطالعات است كه ي ئ يكي از ژنها16S rRNAژن 
اين ژن از . مورد استفاده فراوان داردنتيكي باكتريها فيلوژ
 شامل بخشهاي فوق العاده محافظت شده و  اندازه ثابتنظر

مي باشد كه بصورت مناطق موزائيكي دربين قطعات 
اين مناطق حفاظت .  قرار گرفته است)متغير( حفاظتيغير

شده خصوصاً درتعيين ميزان قرابت ژنتيكي و طبقه بندي 
 گرچه .است يالعاده زياد حائز اهميت فوق هاپروكاريوت

 خاك با ي نيز در مطالعه تغييرات جامعه زيستيهائچالش
 بر اساس اندازه ياستفاده از تفكيك و تمايز اختلافات ژن

 برخلاف ملكول يول ، وجود دارد16S rRNAمولكول 
16S rRNA ،  16توالي بين ژنهاي استفاده ازS rRNA و 
23S ً16 كه اصطلاحاS- 23S IGS ناميده مي شود  مشكل 

  . )14، 12 (دهد يمطور قابل ملاحظه اي كاهش برا مذكور 

كاستمن و همكاران   و)1996( چسي گارتلر و استاين
 از نظر 16S-23S IGSگزارش نمودند كه منطقه )1992(

نوميك و آن حتي دربين گروههاي تاكسيتوالطول قطعه و 
 لذا ).6 و8(استاوت با قرابت زياد متف) آرايه شناختي(

، ابزار  مطالعه طول و تركيب توالي نوكلئوتيدهاي اين قطعه
بسيار مفيدي براي مطالعه تغييرات زيستي و يا گروه بندي 

   ).18، 12، 1 (پروكاريوتها مي باشد

 بنام پلاسميد ي غير ژنومDNA ي از باكتريها حاويبسيار
 يزوبيوم رييها خصوصاً باكتريها ازوتروفيهستند كه در د

 انجام فرآيند تثبيت نيتروژن ي لازم براي ژنهايحاو
 1-6 ي معمولاً حاوي ريزوبيوميهايباكتر.  هستندياتمسفر

به نام مگاپلاسميد ) Kb 600-100(پلاسميد بسيار بزرگ 
مگاپلاسميدها معمولاً حاوي ژنهاي گره زايي . هستند

)Nodulation, nod( زبان هاي لازم براي انتخاب گياه مي، ژن
هاي لازم براي و ژن) Host range specificity, hsn(خاص 

. مي باشند)  N2 fixation, nif(يند تثبيت ازت مولكولي آفر
و ) يا سيمپلاسميد(لذا اصطلاحاً پلاسميدهاي سمبيوتيك 

مارتينر ـ ). 24 و 1 (شوند ناميده مي pSymبطور اختصار 
 كه انتقال ندنشان داد) 1996( ميلادو –و كاباليرو  رومرو

  ژنتيكي واتمگاپلاسميدها نقش بسيار مهمي در تغيير
همچنين ثابت شده ). 13 (تكامل باكتريهاي ريزوبيومي دارد

وارد نمودن سيمپلاسميد به درون   بااست كه مي توان
توان برقراري هم بار ديگر  ومهاي غير همزيستريزوبي

  ).21، 9، 5(د  ايجاد نمو در آنهازيستي با گياه لگوم را

ريزوبيومي را  مگاپلاسميدهاي سويه هاي  و اندازه تعداد
 براي گروه بندي سويه هاي ريزوبيومي مورد مي توان

  اين منظوري براپروفيل پلاسميديتهيه  .استفاده قرار داد
 در .)21، 2(د پذير  روش  اكهارت  انجام ميهپاياغلب بر 

 www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1386 تابستان، 2، شماره 20جلد                                                                                                  مجله زيست شناسي ايران     

  235

 -16Sآناليز اين تحقيق با استفاده از روش فوق و تكثير  و 

23S IGS ،52محرك رشد گياه ي سويه ريزوبيوم )PGPR( 
    . شدي گروه بنديبوم

  مواد و روشها
: DNAسويه هاي باكتري ، شرايط كشت و استخراج 

 4 سويه ريزوبيومي متعلق به 52دراين تحقيق از تعداد 
م و جنس سينوريزوبيوم ، برادي ريزوبيوم ، ريزوبيو

 تكثير ايزوله هاي .ه استمزوريزوبيوم استفاده شد
 28  دردمايTYريزوبيومي بر روي محيط كشت مايع 

 rpm120 و بر روي شيكر دوراني در درجه سانتي گراد
 مطابق روش  ژنومي DNAاستخراج . رفتگانجام 

  .)2 (بشرح زير انجام شد) 1993(پيشنهادي چن و كاو 

  5/0با دانسيتة نوري   مايعكشت از ml5/1  ييهاباكترابتدا 
)OD620nm( 200 آن به ه و شد جدا سانتريفيوژتوسط 

 mM Tris-acetate pH 7.8 , 20 40:  بافرليزكنندهميكروليتر

mM sodium- acetate , 1 mM EDTA ,1%SDS اضافه  
 66 مقدار . گرديدايجادو سوسپانسيون يـكنواختي 

 وو به خوبي مخلوط   افزوده5M Naclميكروليتر محلول 
 در  درجه سانتي گراد4 دماي ه در دقيق10بمدت 

rpm12000شفاف پس از جدا كردن مايع . سانتريفيوژ شد 
 بمدت ، كاملاً مخلوط و هم حجم آن كلروفرم اضافهرويي

به مايع روئي  . سانتريفيوژ شدrpm12000 دقيقه در 3
به   اضافه وبه اندازه دو برابر حجم آندرصد  100 اتانول
.  نگهداري شدنتي گراد سا-20  ساعت دردماي24مدت 
رسوب . محلول رويي خارج گرديدر،  سانتريفيوژپس از
DNA و و خشك ه،شستدرصد  70با اتانول  دو نوبت 
DNAميكروليتر بافر 50 در حاصل TE 1X   به آرامي حل
 استخراج شده از طريق  الكتروفورز بر DNAصحت . شد

براي استفاده بررسي و  درصد 8/0روي ژل آگاروز
  درجه سانتي گراد-20ل بعدي تحقيق دردماي درمراح

  . نگهداري گرديد

براي تكثير : PCRتوسط  16S-23S IGS قطعه تكثير 
 (Forward)  پيش روندهآغازگر از دو 16S-23S IGSقطعه 

FGPS 1490 )TGCGGCTGGATCACCT  
CCTT (رونده پس و (Reverse) FGPS32 

(CCGGGTTTCCCCATTCGG)2( د استفاده ش(. 
از    دوم آغازگر و16Sاول ازقسمت انتهايي قطعه پرايمر

 PCR  واكنش.شد  طراحي23S قطعه قسمت ابتدايي
از نمونه  μl 1:  ميكروليترشامل مقادير 50درحجم نهايي 

DNA ،μl 1  از هر كدام از پرايمرهاي پيش رونده و پس 
 dNTPs (1250μM)  ،μl5  مخلوط μM5)، μl 8(رونده 

 MgCl2 (50mM) ،U از محلول 10X PCR  ،μl 5 /1افر ــب

 µl  و بعلاوه) Tag DNA polymerase ( 5u/μl آنزيم 5/1

 آب دوبار تقطير فاقد يون توسط دستگاه 32
 با PERKIN ELMER CETUS 480ترموسايكلرمدل 

و   درجه سانتي گراد95  دقـيقه5: پريـــود دمايـــي 
  درجه95  دقيقه در1:  سيكل متوالي شامل35طي  سپس 

 دقيقه 2و    درجه سانتي گراد56  دقيقه در1، سانتي گراد
  . رفتگ انجام  درجه سانتي گراد72 در

 الكتروفورز محصول توسط PCR صحت انجام فرايند 
PCRدرصد  به مدت يك ساعت 8/0 ژل آگاروز ي رو 
  . شديبررس ولت 50در

 QlAquickR spin با استفاده از كيت PCR محصول نهايي 
 در د و براي استفاده درمراحل بعدي تحقيقسازي ش خالص

  .  نگهداري گرديد درجه سانتي گراد-20 يدما

 IGS و آناليز IGS PCR برش آنزيمي محصولات 

PCR-RFLP  :اندازه و مقايسه طول قطعات يبررس IGS  
هر PCR    محصول الكتروفورزهاي ريزوبيومي، با سويه
  تناسب آنزيم آزمون.شدآگاروز انجام   بر روي ژل نمونه

)Enzyme suitability test ( انتخاب مناسب ترين  براي 
 8 استفاده از باIGS قطعات   برش براي  اندونوكلئاز  آنزيم

 Hae III, Dde I, Cfo I, Rsa I, Alu I, Hinf(آنزيم مختلف 

I, Hha I, Msp I, from Roche, Germany( انجام و از بين 
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 و Hae III  ،Hha I  ،Hinf I ،Alu I ،Dde I آنزيم 6آنها 
Rsa I قطعات برش  براي تهيه الگويIGS  انتخاب گرديد .

 مطابق دستورالعمل شركت سازنده برش آنزيميواكنش 
توسط هر برش داده شده  IGSنمونه هاي . آنزيم انجام شد

 پس از والكتروز   درصد3آنزيم بر روي ژل آگاروز 
  .صويربرداري شدت محلول اتيديوم برومايددر آميزي  رنگ

با ( به روش اكهارت تهيه پلاسميد: پلاسميداستخراج 
 in-gel(ل  درون چاهكهاي ژو ليز سلول) اصلاحات جزيي

lysis method of Eckhart(  درصد انجام شد7/0 آگاروز . 
 محيط  ازريزوبيوميكشت ml 5/1 ي سلولهادراين روش

. شد رسوب داده OD620nm 2/0 با دانسيته نوري  TYكشت 
 μl 500 بتدا باريزوبيومي طي دو مرحله ، ارسوب باكتري 

سديم درصد  3/0محلول با آب مقطر استريل و سپس 
  محلول μl 40 مقدار و هساركوزينات شست

TE10mM+2%FiColl  دقيقه 15 پس از واضافه به آن 
 : از محلول ليز كنندهμl 10ر يخ مقداردنگهداري 

]TE(10mM)+RNAs A(0.4mg/ml) +lysosyme 

(1mg/ml)+Bromophenol Red (1mg/ml( [لوله هر ب
ژل چاهكهاي  درها  آنگاه تمامي محتويات لوله . شدافزوده

  +   SDS 10% محلول   μl 25 يحاودرصد  7/0آگاروز 

xylene cyanol FF (1mg/ml(الكتروفورز .  داده شد قرار
 ولت و 40مدت نيم ساعت در  اول ـ ب؛ در دو مرحله

 درجه 4( ولت درون سردخانه 100 ساعت در 12سپس 
 ژلهاي مذكور پس از رنگ .گرفتانجام ) سانتي گراد

بررسي و  UV نور با ،ديوم برومايديآميزي درمحلول ات
  . )4( دشبرداري  تصوير

   نتايج و بحث 
   IGS PCR-RFLPآناليز 

 تكثير شده بوسيله IGSـ اندازه و تعداد قطعات )الف
PCR :ترين آنزيم  ده براي انتخاب مناسبآزمون انجام ش
 باكتريهاي ريزوبيومي نشان داد كه IGS برش قطعات جهت

 آنزيم مورد استفاده داراي 8 آنزيم از مجموع 6تعداد 
باشند كه بر  مي  IGSبيشترين كارايي در برش قطعات 

 ,Hae III , Hha I  آنزيمهاي گروه در دو حسب كارايي

Hinf I تر و آنزيمهاي كارايي نسبتاً بيشبا  Rsa I, Dde I, 

Alu I قرار گرفتند  كارايي نسبتاً كمتربا.   

 در سويه هاي 16S-23S IGSي )ها(ي طول قطعه  اندازه
  قطعاتگيري ي از دوطريق ؛ اندازهمختلف ريزوبيوم

 آنزيمي و مجموع اندازه برش قبل از PCR  IGS محصول
 IGS محصول آنزيمي برش حاصل از DNAي قطعات 

PCR توسط آنزيمهاي سه گانه سري اول )HinfI  ،Hha I 
 مولكولي  اندازهدرمقايسه با ماركر) Hae IIIو 

)invitrogen,100bp) DNA1شكل  (ين زده شد تخم( .
  سويه هاي IGSي  طول قطعهكه د اد  نتايج حاصل نشان

تا ) Rlp 21سويه  (bp 600ريزوبيومي بسيار متفاوت و از 
bp 1486 )36 ياسويه ه Rlt, 34 Rlt, 19 Rlp (تغير م

،  نورمند و همكاران ) 1993(جنسن و همكاران .است
نيز طول ) 2002(همچنين كاتريني وهمكاران ) 1996(

 سويه هاي ريزوبيومي را درمقايسه با 16S-23S IGSقطعه 
ر متفاوت و بزرگتر گزارش ديگر باكتريهاي خاكزي بسيا

طول ) 2002(اران  كاتريني و همك.)18، 14، 7(د كرده ان
 برادي )جنس(سرده باكتريهاي را در  16S-23S IGSقطعه 

 مزوريزوبيوم )جنس( سرده ، bp800ريزوبيوم حدود 
bp900-800 ، ريزوبيوم لگو مينوزاروم حدود گونه 

bp1100 سينوريزوبيوم )جنس( سرده ودر bp1300-1100 
ي )ها( اندازه قطعه 1جدول شماره . )18(گزارش كرده اند 

IGS تفاوت . را نشان مي دهديمورد بررس سويه هاي 
 را مي توان عمدتاً مربوط بتعداد و IGS قطعات  دراندازه

 .)12، 1(ت  دانسIGS هطق موجود درمنtRNAنوع ژنهاي 
 Insertion(  حذف يا اضافه شدن) 1999(گو و همكاران 

or Deletion)  DNA را دليل ديگري براي اختلاف در 
. )5 (ندندا ر سويه هاي مختلف مي دIGSطول قطعه 

 درصد از سويه هاي ريزوبيومي مورد 44بطوركلي در 
 درصد  از 56 ودر bp 1000 كمتراز IGSمطالعه طول قطعه 
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بيشترين . باشد  ميbp 1400-1000 سويه ها درحـــدود
- Rlp ( bp600 دربين سويه هاي IGSتفاوت در اندازه 

 دربين  IGS اندازه تشابهواز طرف ديگر بيشترين ) 1486
گيري  در اندازه. مي باشد ) Rlt ( bp 1290-1486 سويه هاي

 طريق مستقيم در مقايسه با از IGSطول قطعه اصلي  
 برخي از برش حاصل ازDNAمجموع اندازه قطعات 

طور ب. شود مشاهده ميآنزيمها هماهنگي نسبتاً قابل قبولي 
دازه مجموع ان)  درصد80حدود (  سويه 42مثال در 

ي   با طول قطعهHinf Iآنزيم برش  حاصل از IGSقطعات 
براي آنزيم .  اختلاف دارد  درصد20 كمتر از IGSاصلي 
Hha I اين اختلاف اندازه IGS)  20اختلاف كمتر از 
 Haeو براي آنزيم ) سويه ها  % 48( سويه 25در ) درصد

IIIمشاهده مي )  سويه ها  درصد27(  سويه 14 تنها در

ي قطعات  ذا بيشترين هماهنگي بين مجموع اندازه ل.شود
DNAي   آنزيمي قطعه برش حاصل ازIGSي طول   با اندازه
 Hinf Iمربوط به آنزيم  ) برشقبل از  (IGSي اصلي  قطعه

اين بدان   واست Hae IIIو كمترين آن مربوط به آنزيم 
 Hae III آنزيم با IGSي  قطعهبرش معنا است كه درنتيجه 

 حاصل مي شود كه بر روي DNAيار كوچك قطعات بس
 يم درصد  قابل تشخيص و اندازه گيري ن3ژل آگاروز 

توليد  Hinf Iآنزيم با  IGSقطعه  برش برعكس نتيجه .باشد
 بر روي ژل آگاروز ،DNAقطعات بزرگتر و قابل تشخيص 

 اين نتايج نشان دهنده وجود تفاوت در .باشد  درصد مي3
  .  مختلف استيا سويه هIGS قطعات يتوال

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  DNA: 100-2020 bp invitrogen ماركر Hinf Iم  يتوسط آنز Rlv, Rlpي ه هاي  سو16S-23S IGS DNA   الگوي برش-1شكل

  

 در سويه PCR تكثير شده توسط IGSي )ها( تعداد نسخه 
 ) 1جدول(هاي مختلف ريزوبيومي نيز يكسان نمي باشد 

ي ريزوبيومي از يك تا سه نسخه اين تعداد دربين سويه ها
 سويه ريزوبيومي مورد 52درمجموع از بين . متفاوت است

 IGSداراي يك نسخه )  درصد75( سويه 39 تعداد ،مطالعه

 9 و تعداد IGS نسخه 2داراي )  درصد7/7( سويه 4، 
 IGS نسخه 3هر كدام ) درصد 3/17(سويه ريزوبيومي 

 IGS نسخه هاي بيشترين يكساني از نظر تعداد. ندردا
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و  ) IGSهمگي داراي يك نسخه (  Bj يدربين سويه ها
 سويه هر كدام Rlv( 5 بيشترين اختلاف در بين سويه هاي 

مي  مشاهده ) سويه ديگر هركدام يك نسخه 6سه نسخه و 
    .دوش

 ي گروه بنديبرا: ـ گروه بندي سويه هاي ريزوبيومي) ب
 از نرم IGS PCR-RFLP بر اساس ي ريزوبيوميسويه ها

با توجه به .  استفاده شدPhylip version 3.6a3افزار 
 و تعداد نسخه هاي   توجه مشاهده در اندازهاختلاف قابل

 ابتدا ، ريزوبيومي مورد مطالعه سويه هايIGSقطعات 
( ي ارتباط ژنتيكي بين سويه ها براساس مشخصات  نحوه
 توسط تكثير شده IGSقطعات ) ي طول وتعداد  اندازه
PCR ) و از طريق ترسيم ) قبل از هر گونه هضم آنزيمي

بندي آنها مورد  و گروه) Dendrogram(درخت ژنتيكي 
 گروه بندي حاصله نشان .)A 3 شكل ( بررسي قرار گرفت

ي ريزوبيومي موجود كه مربوط   سويه52 تعداد ،مي دهد
مختلف مي )  ، گونه و بيووار)سرده(جنس(  گــــروه 7به 

 كه  گيرنديم مختلف قرار گروه 16ين طريق در باشند از ا
) تفكيك (اعضاي بسياري از شاخه ها بدون اختلاف 

 ،  تعداد سه Smهاي  دربين سويه. دركنار يكديگرقرار دارند
بصورت مجزا قرار ) Sm 4 و Sm 3 و Sm 2(سويـــــه 

نيز   9 و 10 و 11 و 12 و Sm 13سويه هاي . رنديگمي 
 قرار 4 گروهف و دركنار يكديگر دربدون هيچگونه اختلا

 اختلاف  درصد50 ضمن 5 و  6 وSm 7سويه هاي . دارند
مي  واقع 3ه گرو همگي در23 و Rlv 24با سويه هاي 

،  Rlv  ،30 33 در نزديكي سويه هاي Sm 8سويه . دونش
 34 و Rlt 36هاي  سويه. دريگ مي قرار Rlt 35 و 26،  29

   Smنزديكي سويه هاي  تشابه در  درصد70نيز با حدود 
 50و  51Bj سويه هاي كند رشد .  قرار دارند4درگروه 

و سـويــه ) 15شاخه  در (Bsp 37دركنار سويه كند رشد 
 Mc 47 هاي   دركنار سويــه53 و  Bj 54هاي تــند رشد 

 نيز Rlpسويه هاي . واقع شده اند) 14درشاخه  (Rlp 15و 
از بين . رنديگمي قرار  5ه گروبصورت مجزا و يا عمدتاً در 

 46 و Mc 48سويه هاي جنس مزوريزوبيوم ، سويه هاي 

 Mc  ،42  ،41  ،40 43بصورت مجزا ولي سويه هاي 
 Mc 47ي  مي باشند ، ضمناً سويه Bj 52همراه با سويه 

 و 14  گروه در53 و Bj 54شد دركنار سويه هاي تند ر
 قرار Rlp  ،17  ،16 19هاي   در كنار سويهMc 44ي  سويه

 از Smاين وضعيت نشان مي دهد كه سويه هاي . مي گيرند
 و Rlv بيشترشبيه سويه هاي IGSنظر طول و تعداد قطعات 

Rltدرمقابل سويه هاي مزوريزوبيوم كه بصورت . باشند  مي
  Bjه با سويه هاي كند رشد و تند رشدمجزا و يا همرا

 داراي پراكنش بين هستند Rlpوحتي برخي سويه هاي 
ي رفتاري   كه با ماهيت و نحوهمي باشندگروهي فراواني 

.  اين گروه از نظر سرعت رشد نيز هماهنگي دارد
 b( همچنين نور و همكاران ) 2002(كاتريــني و همكاران 

-16S-23S IGS PCRبا استفاده از تكنيك ) a 1994و 

RFLP سويــه هاي بين  نشان داده اند كه ناهمگني زياد
گياه به  تلقـيح داراي قدرت ،يزوبيومور مز)جنس( سرده
  ).18، 16، 15( دارد  وجود،)Cicer arietinum (نخود

هاي   سويه23S IGS - 16Sي  الگوي برش آنزيمي قطعه
مختلف ريزوبيومي توسط هر كدام از آنزيمهاي سه گانه 

شكل  ( تهيهHae III و Hha I و Hinf Iسري اول شامل 
بي هضم آنزيمهاي سه گانه  با توجه به الگوي تركيو )1

مذكور اقدام به ترسيم درخت ژنتيكي وگروه بندي سويه 
 سويه 52براين اساس مجموع  ). B-3 شكل(ها شد 

 گروه مختلف قرار 36ريزوبيومي مورد مطالعه در 
 36از مجموع )  سويه31شامل ( گروه 11افراد . گرفت

 تشابه بين سويه اي مي  درصد70گروه حدوداً داراي 
 سويه ريزوبيومي بصورت مجزا قرار 21و تعداد . شندبا

 وضعيت گروه هاي كلاستري 1جدول شماره . رنديگمي 
و  )  درصد70با تشابه درون گروهي بيش از (ي   گانه12

  .سويه هاي مربوطه را نشان مي دهد
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   16S-23S IGS PCR-RFLP  روه بندي آنها بر اساس  سويه هاي ريزوبيومي و گIGS مربوط به طول و تعداد نسخه هاي  ـ مشخصات1جدول شماره 

 ي قطعات حاصل از برش مجموع اندازه
(bp) IGS    

قبل از برش  IGS (bp)اندازه 
  آنزيم

تعداد 
قطعات 

IGS 

گروه بندي سويه ها 
 IGSبر اساس

PCR RFLP 
 ) تشابه% 70حدود (

Hae III  Hae I  Hinf 1     

  

  كد سويه  گياه ميزبان

  Sm 2  يونجه 3 625+677+767) 2069( 575 768 855  جدا

  Sm 3  ً  1 665  415 423 281  جدا

  Sm 4  ً  1 1098 1075 1048 737  جدا

G1  475 490 425 625 1  ً  5 Sm  

G1  475 490 425 625 1  ً  6 Sm  

G1  475 490 425 625 1  ً  7 Sm  

G2  785 1059 998 1352 1  ً  8 Sm  

G2  846 1191 997 1290 1  ً  9 Sm  

G2  846 1191 998 1290 1  ً  10 Sm  

G2  846 1191 1065 1290 1  ً  11 Sm  

G2  846 1191 1333 1290 1  ً  12 Sm  

G2  846 1191 1333 1290 1  ً  13 Sm  

  Rlp 14  لوبيا  1 926 895 853 629  جدا

  Rlp 15  ً  3 1352+1230 +1067) 3649( 958 963 999  جدا

G3  1071 727 1122 1173 1  ً  16 Rlp  

G3  1071 727 1095 1173 1  ً  17 Rlp  

  Rlp 18  ً  1 1290 939 1086 1021  جدا

  Rlp 19  ً  3 1486+1352+1173) 4011( 717 1764 703  جدا

  Rlp 20  ً  3 971+650+678) 2299( 249 736 141  جدا

  Rlp 21  ً  1 600 489 418 175  جدا

  Rlp 22  ً  1 634 630 580 220  جدا

G4  513 539 442 )1833 (525+577+731 3  23  باقلا Rlv  

G4  513 439 442 )1833(525+577+731 3  ً  24 Rlv  

  Rlv 25  ً  1 1418 1380 1249 987  جدا
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G4  922 1319 1316 1352 1  ً  26 Rlv  

  Rlv 27  ً  3 926+731+675) 2332( 765 2171 208  جدا

G5  708 371 665 )2332(675+731+926 3  ً  28 Rlv  

G6  904 1175 1316 1352 1  ً  29 Rlv  

G6  904 1311 1302 1352 1  ً  30 Rlv  

G5  508 662 765 )2307(650+731+926 3  ً  31 Rlv  

  Rlv 32  عدس  1 1290 1156 1065 1045  جدا

G6  894 811 912 1352 1  ً  33 Rlv  

  Rlt 34  شبدر 2 1486+1290) 2776( 803 979 782  جدا

G7  928 853 967 1352 1 ً  35 Rlt  

G7  828 873 803 )2776 (1290+1486 2 ً  36 Rlt  

  Bsp 37  بادام زميني 1 883 817 857 798  جدا

  Bsp 38  ً 2 670+680)1350( 614 693 347  جدا

G8  798 742 874 971 1 40  نخود Mc  

G8  542 676 817 )1897 (926+971 2 ً  41 Mc  

G8  763 762 889 971 1 ً  42 Mc  

G8  827 646 789 971 1  ً  43 Mc  

  Mc 44  ً  1 1173 1030 420 650  جدا

G9  798 344 945 1064 1  ً  45 Mc  

G10  853 596 975 1119 1  ً  46 Mc  

  Mc 47  ً  1 1230 1214 325 681  جدا

G8  729 762 989 1018 1  ً  48 Mc  

G10  827 596 874  1064 1  ً  49 Mc  

G11  544 823 788 883 1  50  سويا Bj  

G11  544  812 742 883 1  ً  51 Bj  

G9  784 557 784 971 1  ً  52 Bj  

G12  970 601 814 1230 1  ً  53 Bj  

G12  970 601 914 1230 1  ً  54 Bj  
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 4دندوگرام ترسيم شده نشان مي دهد كه بجز سويه هاي 
Sm كه به صورت مجزا قراردارند مابقي سويه 2 و 3 و 

رند و اين يگمي  قرار G1 و G2 درون گروه هاي Smهاي 
)  بين سويه اي (موضوع حاكي از تشابه درون گروهـــي 

 بجز سويه Rlp درعوض تمامي سويه هاي .باشد آنها مي
 G6گروه هاي .  بصورت مجزا مي باشند16 و Rlp 17هاي 

به استثناي  ( Rlv حاوي تمامي سويه هاي G4 و G5و 
 نيز درون Rltسويه هاي . است ) 26 و Rlv 32سويه هاي 

ختلاف  با اندكي اRlt 34ي   قرار گرفته اند وسويهG7گروه
همچنين . بصورت جداگانه قرار دارد) درصد15حدود ( 

 G12درون گروه ) 53 و  Bj (54 Bjسويه هاي تند رشد 
 51 نيز حاوي سويه هاي كند رشد G11واقع شده و گروه 

Bj 52ي كند رشد ،  باشد ديگر سويه  مي50 و Bj با ،
 45همراه با سويه )  درصد5كمتر از ( اختلاف بسيار كم 

Mc9 گروه  درون Gهاي  اغلب سويه.  قرار گرفته استMc 
 قرار G8 درون گروه 40 و 41 و 42 و 43 و Mc 48شامل 

 46 و Mc 49هاي   نيز شامل سويهG10گروه . گرفته اند 
 نيز بصورت مستقل قرار Mc  ،44 47مي باشد سويه هاي 

همچنين دندوگرام حاصل از الگوي تركيبي . گرفته اند
 سويه 15انه نشان مي دهد كه  آنزيمهاي سه گبرش

، ) G1گروه  ( 5 و 6 و Sm 7ريزوبيومي شامل سويه هاي 
، همچنين ) G2گروه  (10 و11 و 12 و Sm 13سويه هاي 
،  Rlv 34، سويه هاي ) G3گروه  (16 و Rlp 17سويه هاي 

) G5گروه  (27 و Rlv 28،  سويه هاي ) G4گروه  ( 23
بدون اختلاف ) G12گروه  ( 53 و Bj 54ونيز سويه هاي 

.  خود قرار گرفته اند بهدرون گروه هاي كلاستري مربوط
استفاده از سه آنزيم سري اول ونيز الگوي با كلي بطور

) درصد 2/71(  سويه 37 اين سه آنزيم تعداد برشتركيبي 
 سويه ريزوبيومي مورد مطالعه كاملاً از 52از مجموع 

  . دشيكديگر تفكيك 

 سويه 15نتيكي و امكان تفكيك تعداد براي مطالعه ارتباط ژ
ريزوبيومي كه آنزيمهاي سه گانه سري اول قادر به تميز 

،  Alu I از آنزيمهاي سه گانه سري دوم شامل بين آنها نبود

Dde I  ،Rsa Iهركدام از اين برشالگوي .  استفاده گرديد 
 15 آنزيمهاي مذكور براي برشآنزيمها ونيز الگوي تركيبي 

 Aluهر دو آنزيم برش در الگوي . مانده تهيه شدسويه باقي 

I و Rsa I 53 سويه هاي Bj 54 و Bj از يكديگر تفكيك 
 قادر نبود تفاوت بين اين دو Dde Iشد در صورتيكه آنزيم 

 سويه هاي Alu I بعلاوه دراثر آنزيم  .سويه را نشان دهد
10 Sm 13 و Sm13ي  ي تفكيك نشده  از مجموعه Sm و 
ي ريزوبيومي  تمامي چهار سويه.  جدا شد10 و 11 و 12

 و Bj 54شامل   (Rsa Iو Alu Iآنزيمهاي  با تفكيك شده 
  درصد70كماكان داراي حدود  ) Sm  ،10 13 و نيز 53

تشابه بين گروهي مي باشند و لذا  درون كلاسترهاي 
مابقي مجموعه هاي تفكيك . مي گيرندمربوطه خود قرار 

ي بعلت عدم تأثير آنزيمهاي سه نشده سويه هاي ريزوبيوم
گانه سري دوم به همان صورت درون گروههاي كلاستر 

G1 و G3 و G4 و G5اثر آنزيمهاي سري دوم . باقي ماندند 
 از سويه هاي تفكيك نشده  درصد20تنها منجر به تفكيك 

  . دش)  سويه15(

 ژنتيكينتايج اين تحقيق نشان مي دهد كه اولاً تنوع 
ه هاي ريزوبيومي يك گونه و حتي بيووار فراواني بين سوي

اين نتيجه با مشاهدات بسياري از محققين . شود مشاهده مي
ياً اينكه ثان). 13، 5، 3،1 (ديگر دراين زمينه همخواني دارد

 قادر است تفاوت بين 16S-23S IGS PCR-RFLPروش 
كه اختلاف آنها از را سويه هاي ريزوبيومي مورد مطالعه 

 بخوبي ودر حد قابل ،لاً ثابت شده استجهات مختلف قب
 بطوريكه با استفاده از ايــن روش .قبولي نشان دهد

 سويه 52از مجموع )  درصد77( سويـــه 40تعـــداد 
. مورد مطالعه بخوبي و مشخصاً از يكديگر تفكيك شد

همچنين لاگري و همكاران ) 2002(بارسير و همكاران 
قدرت تشخيص و نيز ثابت نمودند كه ) 1994و1996(

تفكيك باكتريهاي ريزوبيومي در سطح سويه توسط روش 
16S-23S IGS PCR-RFLP نسبت به روشهاي ديگر 

 RFLP تكنيك يا و16S rRNAهمچون تعيين توالي منطقه 
. )10، 9، 1 (بسيار بيشتر است) 16S ARDRA(اين منطقه 
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 را بدليل IGS PCR-RFLPبطوركلي مي توان روش 
فكيك بين سويه ها همچنين بدليل سادگي ت توانايي آن در

آن درمقايسه با ديگر روشهاي مولكولي موجود براي 
ي ارتباط ژنتيكي بين سويه اي و نيزگروه  ي نحوه مطالعه

. هاي ريزوبيومي مناسب دانسته و توصيه نمود بندي سويه
) 1999(، مارتينزو همكاران )1999(اوليويرا و همكاران 

نيز تكنيك حاضر را به ) 2000(ان همچنين بارسيرو همكار
دليل كارآمدي و اطمينان ، سادگي و نيازهاي آزمايشگاهي 
كمتربراي تشخيص سريع ، توصيف و غربال كردن سويه 

  .)13، 12، 1(د ننكمي زوبيومي توصيه هاي ري

 گروه بندي سويه هاي ريزوبيومي براساس پروفيل ـ2
يومي پروفيل پلاسميدي سويه هاي ريزوب: پلاسميدي

 پلاسميدي DNA  دراين روش .بروش اكهارت تهيه شد
 8/0سه ژل آگاروز توسط  سويه ريزوبيومي 52تمامي 

ي   مقايسهوالكتروفورز  cm 25×20 با ابعاددرصد 
 پروفيل 2 شكل .پذيرفت انجام پلاسميدي بين سويه ها

 براي . دهدي را نشان مRlt و Rlv ي سويه هايپلاسميد

وط به پروفيل پلاسميدي سويه هاي ترسيم دندوگرام مرب
استفاده  Phylip version 3.6 a3ريزوبيومي نيز از نرم افزار 

 Rlpدندوگرام مربوط به پروفيل پلاسميدي سويه هاي . شد
 گروه 9 نشان مي دهد كه تمامي سويه هاي مذكور در Smو

 بدون اختلاف با Sm  ،6  ،4 7سويه هاي . رنديگمي قرار 
 يك قرار دارند ودركنار گروهخشي از يكديگر بر روي ب

 قرار  درصد17  با اختلاف نسبي  حدود ،Sm 2آنها سويه 
 نيز با اندكي اختلاف 3 و 5 و Sm 8 سويه هاي .دريگمي 

 Sm ي مابقي سويه هاو 2 گروهبر روي )  درصد30حدود (
  بدون اختلاف دركنار 11 و 12 و Sm 13شامل سويه 
 Rlpتمامي سويه هاي . رند قرار دا3  گروه يكديگر در

 17 (5 گروه اعضاي  و واقع شد9 و 5 هاي گروهدرون 
Rlp بصورت يك گروه با تشابه درون گروهي ) 15 و 16 و

 Rlp 20 (9 شاخهولي سويه هاي درون ،   درصد70حدود 
دركنار هم قرار % 30با اختلافي بيش از ) 14 و 18 و 19و 

  .رنديگمي 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  Rlv, Rlt ه هاييدي سويپلاسم ليوف   پر-2شكل
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A)     (  

  

B)   (  

 مها ي يبعد از برش توسط آنز)  B( آنزيمي قبل از برش) 16S-23S IGS DNA )A   گروه بندي سويه هاي ريزوبيومي بر اساس  دندوگرام-3شكل

Hae III , Hha I , Hinf I  
  

 و Bspدندوگرام مربوط به پروفيل پلاسميدي سويه هاي 
Rlt و Rlv 30 نشان مي دهد بجز سويه هاي Rlvكه 22 و 
 23 و Rlv 24سويه هاي . صورت مجزا قرار گرفته اندب

د و دركنار آنها ونشمي  واقع 2 گروهبدون اختلاف در
 و بصورت يك گروه 25 و 26 و 28 و Rlv 29هاي  سويه

 Rlv 31هاي  سويه. قرار مي گيرند  درصد70 با تشابه حدود
 همچنين ،6 گروه نيز بدون اختلاف با يكديگردر27و 

 بدون اختلاف در كنار يكديگر و 32 و Rlv 33سويه هاي 
اين .  قرار دارند8گروه  در34وRlt 36 هاي  همراه با سويه

 بدون اختلاف 37 و Bsp 38سويه ها دركنارسويه هاي 
  . دونشمي قع  وا12در گروه همگي 

  كه مي باشدMc و Bjدندوگرام سوم مربوط به سويه هاي 
 41 و 43  و 44 و45 و Mc 46دراين دندوگرام سويه هاي 

ي  ولي سويهرند يگمي قرار بدون اختلاف درون گروه اول 
49 Mc سويه هاي . دارداندكي اختلاف   با سويه هاي قبل
48 Mc گروهرون  د درصد30با اختلاف بيش از   نيز42 و 
 دركنار سويه هاي تند رشد  Mc 47سويه . دونشمي  واقع 2

54 Bj 51هاي كند رشد  سويه. دارند قرار53 و Bj 50 و 
 Bj 52بدون اختلاف دريك گروه مي باشند ولي سويه 

  . زيادي با آن دو سويه داردنسبتاً اختلاف 

درمجموع گروه بندي مبتني بر پروفيل پلاسميدي سويه 
ريزوبيومي مورد استفاده دراين تحقيق تا هاي مختلف 

 IGS PCR-RFLPحدودي با نتايج حاصل از روش 
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 ، سويه 53 و Bj 54 بطور مثال سويه هاي ،هماهنگي دارد
 و 16 و Rlp 17 ،  همچنين سويه هاي 23 و Rlv 24هاي 

 درهردو روش بصورت 11 و 12 و Sm 13سويه هاي 
ههاي كلاستري كاملاً مشابه دركنار يكديگرو درون گرو

ريگوتير ـ گويس و همكاران . جداگانه اي قرار گرفته اند
نيز گزارش نمودند ) 1992(و لاگري و همكاران ) 1998(

كه همبستگي نسبي بين ژنوتيپهاي سيمپلاسميدي و 
. )19، 11( ا وجود داردهژنوتيپ هاي كروموزمي  ريزوبيوم

  در يوميزوبي ريه هاين سويز بيك و تمايالبته قدرت تفك
،  است يديل پلاسميشتر از روش پروفي بRFLPروش 
 79حدود ( هي سو41ه تعداد ي سو52ه از مجموع  كيبطور
كه در روش يك شد در صورتيگر تفكيكدياز ) درصد
 52ه از مجموعه ي سو26 تنها  تعداد يديل پلاسميپروف
ه ها متفاوت يگر سويبا د)  درصد52 (يوميزوبيه ريسو

  . مشاهده نشديتفاوت ين مابقيبوده و ب

عدم وجود  همبستگي كامل بين دو روش مذكور ، صرف 
نظر از ماهيت دو روش ، احتمالاً به استعداد سويه هاي 

 و يا دريافت مجدد پلاسميدريزوبيومي براي از دست دادن 
  . )11 (نيز ارتباط دارد

 آزمايشگاه اين تحقيق با حمايتهاي مالي: سپاسگزاري
پذيرفته انجام لوژي خاك دانشگاه لاوال بيولوژي و بيوتكنو

تشكر و نجام شده مساعدتهاي اكه بدينوسيله از است، 
هاي دوست  يراهنمائهمچنين از . آيد ميقدرداني بعمل 

 R. Kuwaعزيز آقاي دكتر محمود محمدي و نيز از آقاي 
كارشناس آزمايشگاه تحقيقات بيولوژي و بيوتكنولوژي 

يستي  دانشگاه لاوال تشكر خاك ، مركز تحقيقات علوم ز
  وقت در پايان لازم است از مساعدت رياست. مي شود

مؤسسة تحقيقات خاك و آب كشور استاد محترم آقاي 
دكتر جعفر ملكوتي و نيز همكاران ايشان تشكر و 

  .        سپاسگزاري بعمل آيد
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Genetic Grouping of Certain Indigenous Rhizobial strains by 16S-
23S IGS PCR-RFLP and Plasmid Profile 
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Abstract 
Among prokaryotes, there are certain soil bacteria known as rhizobacteria which are 
very significant owing to their N2 fixation ability in legumes. The nucleotide sequence 
of the intergenic spacer (IGS) fragments residing between the 16S and 23S rRNA genes 
(16S-23S IGS) are not very conserved and thus are very useful in the grouping of 
rhizobial strains. In this research, 52 superior plant growth promoting rhizobacteria 
(PGPR) were grouped based on 16S-23S IGS PCR-RFLP and plasmid profiles. The 
results showed that the 16S- 23S IGS fragments of different rhizobial strains vary in 
size (600-1486 bp) and the number of IGS copies (1-3 copies). Based on the 16S-23S 
IGS PCR-RFLP profiles all 52 strains were located in 48 groups with 11 groups 
showing 70% intraspecies similarity. By using the above method, 77% of the strains 
(except 12 strains Bj 53, Bj 54; Rlv 27, Rlv 28, Rlv 23, Rlv 24; Rlp 16, Rlp 17; Sm 10, 
Sm 11, Sm 12 and Sm13) were separated into different groups. Therefore, this simple 
method which possesses minimal lab requirements is highly reliable and applicable for 
the genetic grouping of rhizobacteria in comparison to other molecular methods. The 
grouping based on the plasmid profile of rhizobial strains was in agreement (to some 
extent) with the results of the 16S-23S IGS PCR-RFLP method. For example, grouping 
of the  Bj 53, Bj 54; Rlv 23, Rlv 24; Rlp 16, Rlp 17 and Sm 11, Sm 12 and Sm13 strains 
in both methods were completely similar  and located in separate cluster groups. 

Key words: Rhizobial strains, 16S-23S IGS PCR-RFLP, plasmid profile, genetic 
grouping, PGPR  
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